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摘要 :【 目 的] 从 药 用 昆虫 九 香 虫 Coridius chinensis 中 分 离 纯化 抗菌 肽 ,为 进一步 开发 九 香 虫 抗 菌 肽 资源 及 深入 挖掘 




































































































































































九 香 虫 的 药 用 功能 商定 基础 。[ 方 法 】 用 大 肠 杆菌 Kscherichia coli 和 金黄 色 葡 萄 球菌 Staphylococcus aureus 混合 物 作 
诱导 源 刺激 九 香 虫 产生 抗菌 肽 ,对 血 淋 巴 进行 提取 、 凝 胶 过 滤 层 析 、 固 相 茜 取 及 反 相 色谱 纯化 ,活性 组 分 经 质谱 测 
定 。 对 分 离 得 到 的 这 种 抗菌 肽 进行 人 工 合 成 ,并 进行 抗菌 活性 检测 。 【结果 】 本 研究 获得 一 种 九 香 虫 抗 菌 肽 
CcAMP1 ,由 17 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,分 子 量 为 1 997.37u, 带 1 个 正 电荷 ,表面 有 5 个 芷 水 氨基 酸 。 对 人 工 合成 的 
CcAMP1 进行 抗菌 活性 检测 表明 ,该 抗菌 肽 与 九 香 虫 血 淋巴 一 样 对 金黄 色 和 葡萄 球菌 等 革 兰 氏 阳 性 菌 和 大 肠 杆 戎 等 



















































































革 兰 氏 阴 性 菌 都 有 较 好 的 抗菌 活性 , 且 对 革 兰 氏 阴 性 菌 的 抗菌 活性 更 强 。【 结 论 ] 从 九 香 虫 中 分 离 得 到 具有 较 强 抗 
菌 活性 的 阳离子 抗菌 肽 CcAMP1 ,有 较 大 的 开发 利用 价值 。 
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Isolation, purification, and detection of the antimicrobial activity of the 
antimicrobial peptide CcAMP1 from Coridius chinensis ( Hemiptera : 
Dinidoridae ) 

LI Shang-Wei'”’* , ZHAO Bai-Song'’”, DU Juan'” (1. Provincial Key Laboratory for Agricultural Pest 
Management of Mountainous Region, Institute of Entomology, Guizhou University, Guiyang 550025, 






















































































China; 2. Special Key Laboratory of Insect Resource Development and Utilization, Guizhou University, 
Guiyang 550025, China) 

Abstract: [Aim) This study aims to isolate and purify antimicrobial peptides ( AMPs) from an officinal 
insect Coridius chinensis so as to lay a foundation for further developing AMP resources and medicinal 
functions of this species. [ Methods) C. chinensis was induced by a mixture of Escherichia coli and 
Staphylococcus aureus as the source of stimulation to produce AMPs. The hemolymph of C. chinensis was 
extracted and purified using gel filtration chromatography, solid-phase extraction, and reversed-phase 
high performance liquid chromatography (RP-HPLC ). The active ingredient was determined by mass 
spectrometry to obtain an antimicrobial peptide. Then this peptide was artificially synthesized and its 
antimicrobial activity was detected. 【 Results 】 We obtained an antimicrobial peptide named CcAMP1, 
which consists of 17 amino acid residues, with a molecular weight of 1 997. 37 u, a positive charge, and 
five hydrophobic amino acids on its surface. Detection of antimicrobial activity showed that the synthetic 
CcAMP1 had strong antimicrobial activity against both Gram-positive and Gram-negative bacteria, with 
stronger antimicrobial effects on Gram-negative bacteria, just like the hemolymph of C. chinensis. 
【 Conclusion 】 The cationie antimicrobial peptide CecAMP1 acquired from C. chinensis shows strong 
antimicrobial activity and has a great exploitation value. 
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抗菌 肽 (antimicrobial peptides ，AMPs ) 是 指 存在 
于 生物 体内 具有 抵御 外 界 微生物 侵害 ,清除 体内 突 
变 细胞 的 一 类 小 分 子 活性 多 肽 。AMPs 是 从 细菌 到 
昆虫 再 到 高 等 哺乳 动物 体内 普遍 存在 的 一 类 防御 性 
多 肽 ,是 生物 先天 免疫 防卫 系统 的 一 个 重要 组 成 部 
分 。 抗 菌 肽 分 子 量 相 对 较 小 ,一 般 小 于 10 x 10”u， 
其 理化 性 质 稳定 .水 溶性 好 、 热 稳定 、 广 谱 抗 菌 、 抗 病 
毒 `. 抗 肿瘤 .抗原 虫 ,并 具有 活性 浓度 低 .无 臻 畸变 作 
用 .无 蓄积 毒性 不 易 引 起 病原 产生 耐 药 性 等 优点 ， 
是 极 具 希望 开发 成 为 新 型 抗生素 的 候选 药物 
(Reddy et al.，2004; Wang，2010 ) 。 截 至 2014 年 
底 , 美 国内 布 拉 斯 加 大 学 医学 中 心 的 抗菌 肽 数据 库 
APD(http://aps. unmc. eduXAP ) 收录 了 2 517 种 抗 
菌 肽 ,平均 长 度 约 32 个 氨基 酸 残 基 , 平 均 净 电荷 是 
3.2。 昆 虫 抗 菌 肽 (insect antimicrobial peptides ) 是 昆 
虫 在 受到 微生物 侵害 或 意外 伤害 时 , 主要 由 脂肪 体 
或 血细胞 合成 ,然后 分 泌 进入 血 淋 巴 中 的 一 类 活性 
肽 。 大 多 数 昆虫 抗菌 肽 少 于 100 个 氨基 酸 残 基 , 带 
正 电 荷 ,具有 玲 水 性 。 瑞 典 斯 德 哥 尔 摩 大 学 Boman 
等 (1974) 首 先 观 察 到 天 春 蛾 Samia cynthia 的 晴 血 
淋巴 具有 抗菌 活性 ,第 1 个 昆虫 抗菌 肽 天 和 春 素 
(cecropins) 在 1980 年 从 异 古 比 天 看 蛾 Hyalophora 
cecropia 的 师 中 纯化 和 测序 (Hultmark et al.，1980; 
Steiner et al., 1981)。 从 此 以 后 ,抗菌 肽 成 为 人 们 
研究 的 热点 。 据 初步 统计 ,目前 已 发 现 了 200 多 
种 昆虫 抗菌 肽 (APD 收录 了 230 种 昆虫 抗菌 肽 ) ， 
不 同 昆虫 中 存在 的 抗菌 物质 有 所 不 同 。 根 据 分 子 
结构 特征 ,昆虫 抗菌 肽 主要 包括 4 类 : 线 型 两 亲 性 























































































































6 h 后 呼吸 完全 停止 ,表明 死亡 素 可 能 是 通过 抑制 
细菌 的 呼吸 作用 来 杀菌 。Thanatin 是 一 个 优良 的 新 
型 抗菌 药物 模板 ,因为 它 具 有 这 样 一 些 优点 :对 真 核 
生物 细胞 无 毒性 ;抗菌 活性 强 ,尤其 是 对 许多 临床 耐 
药 菌 有 活性 ;作用 机 制 多 样 ,对 不 同 微生物 有 不 同 作 
用 方式 ;分 子 小 ,便于 构 效 关系 研究 。Chernysh 等 
(1996) 从 经 细 菌 诱导 的 红 尾 表 晨 Palomena prasina 
中 分 离 到 1 种 锦 晴 防卫 素 和 4 种 梅 氏 抗菌 肽 
(metalnikowins ) 。 怕 晴 防 卫 素 由 43 个 氨基 酸 残 基 
组 成 ,含有 6 个 半 胱 氨 酸 ,形成 3 个 分 子 内 二 硫 
键 , 它 具 有 抑制 草 兰 氏 阴 性 和 阳性 菌 的 活性 。 根 
据 分 离 顺 序 , 梅 氏 抗菌 肽 分 别称 为 Metalnikowins 
I,IA,IB 和 亚 , 前 两 种 由 15 个 氨基 酸 组 成 ,后 
两 种 由 16 个 氨基 酸 组 成 。 这 4 种 抗菌 肽 高 度 同 
源 ,差异 主要 表现 在 C 端 。 抗 菌 活性 测定 显示 
Metalnikowin | 对 所 有 测定 的 细菌 活性 均 较 低 , 它 
是 抑 阔 剂 而 不 是 杀菌 剂 。 杨 泽 宏 (2001) 从 经 细菌 
诱导 的 小 皱 晴 中 分 离 出 一 种 分 子 量 为 6.95 x10 na 
的 抗菌 肽 ,此 肽 热 稳定 性 好 ,在 近 中 性 pH 时 抗菌 
活性 强 ,抗菌 谱 广 。 

九 香 虫 Coridius chinensis 属于 昆虫 纲 半 翅 目 
(Hemiptera) 忽 晴 科 (Dinidoridae ) 放晴 属 Coridius , 又 
称 黑 兜 虫 . 瓜 黑 晴 、 屁 巴 虫 等 。 九 香 虫 是 被 中 国药 典 
(2010 年 版 ) 收录 的 药 用 昆虫 ,具有 理气 止痛 ` 温 中 
助 阳 之 功能 , 主 产 于 贵州 ,四川 云南、 福建 和 两 广 等 
地 。 九 香 虫 含 脂肪 、 蛋 白质. 甲 帝 质 ,维生素 、 尿 喀 






















































































a- 螺 旋 结 构 类 分子 内 含 二 硫 键 的 肽 类 . 富 含 且 氨 
酸 肽 类 及 富 含 甘 氮 酸 抗菌 肽 类 (Bulet and Stocklin ， 
2005 ) 。 

半 翅 目 是 昆虫 纲 中 一 个 比较 大 的 类 群 ,其 中 作 
为 药 用 的 椿 象 主要 属于 晴 科 (Pentatomidae ) 和 儿 晨 
科 ( Dinidoridae ) 。Fehlbaum 等 (199%6 ) 从 刺 肩 晴 
Podisus maculiventris 中 分 离 到 一 种 叫 死 亡 素 
(thanatin) 的 抗菌 肽 ,此 肽 有 21 个 氨基 酸 , 第 11 和 
18 位 的 2 个 半 胱 氨 酸 通过 二 硫 键 键 合 形 成 一 个 环 ， 
环 内 含有 6 个 氨基 酸 , 强 碱 性 。Thanatin 具有 大 量 
阳离子 ,可 耐 受 pH 值 变化 。 死 亡 素 与 已 经 分 离 纯 
化 的 所 有 昆虫 抗菌 肽 均 不 同 源 ,而 与 从 各 种 青蛙 皮 
肤 中 分 离 的 Brevinins 具有 40% 的 同 源 性 。Thanatin 
有 具有 广 谱 抗菌 活性 ,在 微 摩 尔 浓度 水 平 就 能 抑制 革 
兰 氏 阳性 菌 . 革 兰 氏 阴 性 菌 和 真菌 和 生长 , 且 没 有 溶 
血 活 性 。 用 不 同 浓度 的 死亡 素 作 用 于 细菌 ,检测 不 
到 细胞 内 K’ 的 外 流 ,证 明细 胞 膜 不 是 死亡 素 的 作 
用 靶 点 。 用 死亡 素 处 理 细菌 后 ,1 h 细胞 呼吸 减弱 ， 





















































喧 、 黄 嗓 叭 .次 黄 嗓 叭 ,以 及 Fe, Cu 和 Zn 等 微量 元 











2009)。 九 香 虫 具有 和 较 高 的 药 用 和 营养 价值 ,近年 
来 其 价格 直线 攀升 ,市 场 前 景 广阔 。 九 香 虫 可 治疗 
血管 瘤 ,与 其 他 中 药 配 合 的 复方 具有 抗 癌 作 用 ( 刘 
庆 芳 , 2002 ) 。 九 香 虫 食用 在 我 国 已 有 悠久 历史 , 谚 
云 “ 一 碟 九 香 屁 巴 虫 , 胜 过 佳肴 满 蒸 笼 ” 。 在 九 香 虫 
产 区 如 贵州 的 道真 、 剑 河 等 地 有 食用 九 香 虫 的 习惯 。 
九 香 虫 在 贵州 分 布 广泛 ,在 药 用 、 食 用 领域 很 有 开发 
价值 ( 姚 银 花 ， 2006)。 九 香 虫 具 有 很 强 的 抗菌 作 
用 ,体外 实验 表明 九 香 虫 对 金黄 色 葡 萄 球菌 伤寒 杆 
菌 . 甲 型 副 伤寒 杆菌 及 福 氏 痢疾 杆菌 有 较 强 的 抑制 
作用 (中 华 本 草编 委 会 ,1999 ) 。 吴 玛 莉 和 金 道 超 
等 (2005 ) 以 及 赵 柏 松 等 (2011 ) 的 研究 也 证 明 九 香 
虫 血 淋巴 具有 广 谱 抗菌 作用 ,本 研究 从 九 香 虫 血 淋 
巴 中 纯化 得 到 一 种 分 子 量 为 1 997.37 u 的 抗菌 肽 ， 
命名 为 CcAMP1 ,为 深入 挖掘 九 香 虫 的 药 用 功能 
昆虫 抗菌 肽 的 抗菌 机 理 研究 莫 定 基础 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 

九 香 虫 采 自 贵州 赤水 ,在 贵州 大 学 昆虫 研究 所 
的 人 工 气 候 室内 饲养 ,温度 25 + 1Y ,相对 湿度 为 
70% , 光 周 期 14L: 10D ,饲养 一 代 后 的 成 虫 用 于 实验 
研究 。 
1.2 菌株 
昔 兰 氏 阳 性 苦 包 括 金 黄色 葡萄 球 瑚 
































10 mL 离心 管 中 含 有 葵 基 硫 脲 ( 终 浓 度 0. 1 mg/mL 
血 淋 巴 ) 10 nmoML PMSF 和 10 kg/mlL 抑 肽 酶 ,用 
来 收集 血 淋 巴 。 把 其 开 的 九 香 虫 放 入 小 离心 管 中 ， 
在 10 000 r/min 离心 20 min ,大 离心 管 中 的 淡 黄 色 
液体 即 为 九 香 虫 血 淋巴 。 

1.6 抗菌 肽 的 分 离 纯化 

1.6.1 雍 胶 过 滤 层 析 : 将 九 香 虫 血 淋 巴 上 Sephadex 
c-75 凝 胶 柱 ,磷酸 盐 缓冲 液 (pH 7.0) 洗 脱 ,流速 1.0 
mL/min。 每 次 上 样 量 为 100 LL,280 nm 波长 检测 ， 
按 峰 收集 ,真空 冷冻 干燥 ,用 无 菌 超 纯 水 溶解 ,进行 












































Staphylococcus aureus( ATCC 25923 ) .枯草 芽孢 杆菌 
Bacillus subtilis (CMCC 63501 )、 蕨 黄 微 球 
Micrococcus luteus (CMCC 28001) 和 肺炎 链球 
Streptococcus pneumoniae( ATCC 49619 ) ; 革 兰 氏 阴 性 
菌 包 括 大 肠 杆 菌 Escherichia coli (ATCC 25922 ) 青 
枯 假 单 胞 菌 Pseudomonas solanacearum ( ATCC 
33192) 伤寒 沙门 氏 菌 Salmonella iyphi (CMCC 
50071 ) 和 痢疾 志 贺 氏 菌 Shigella dysenteriae (CMCC 
51252) 。 所 有 菌株 均 为 本 实验 室 保存 。 
1.3 主要 仪器 和 试剂 

LCZMSD Trap VL 液 质 联 用 仪 (美国 Agilent 公 
司 ) ,Agilent 1200 高 效 液 相 色谱 仪 (美国 Agilent 公 
司 ) ,ALPHA 1-2 LDplus 冷冻 干燥 机 (德国 Christ) , 基 
质 辅助 激光 解吸 电离 /串联 飞行 时 间 质 谱 仪 TOF/ 
TOF 5800 System( 美国 AB SCIEX 公司 )。 色 谱 柱 : 
简 聚 糖 凝 胶 层 析 柱 Sephadex G-75 ;氨基 柱 Luna NH， 
100 A (美国 Phenomenex 公司 ) ; Lichrospher Cis 柱 
(美国 Agilent 公司 )。 和 蛋白 酶 抑制 剂 PMSF( 索 莱 宝 
公司 ) 抑 肽 酶 Aprotinin; 黑 化 抑制 剂 葵 基 硫 脲 ( 美 
Sigma 公司 ); 乙 且 ACN( Fisher 公司 ) ;三 氛 乙 酸 
TFA( 阿 拉丁 公司 )。 其 他 试剂 为 国产 分 析 纯 。 
1.4 ”细菌 诱导 处 理 

将 大 肠 杆菌 E.coli 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 5. 
aureus 在 LB 液体 培养 基 中 过 夜 培养 ,各 取 等 体积 的 
菌 液 混合 ,5 000 r/min 离心 5 min 收集 菌 体 ,用 灭 菌 
生理 盐水 重 悬 沉淀 ,浓度 调 至 1 x10”CFU/mL, 作 为 
诱导 源 。 用 接种 针 酶 取 混 合 菌 液 , 轻 刺 入 九 香 虫 成 
虫 腹部 ,继续 饲养 24 h 后 提取 其 血 淋 巴 。 
1.5 血 淋 巴 提取 

取 免 疫 诱 导 24 h 后 存活 的 九 香 虫 个 体 , 去 除 
头 . 足 和 翅 ,把 虫 体 剪 成 两 半 ,再 用 杀 子 将 每 一 半 撕 
开 。 每 次 处 理 5 头 , 共 处 理 50 ~ 100 头 。 取 一 个 
6 mL 的 小 离心 管 ,外 面 套 上 一 个 10 mL 的 大 离心 
管 。 在 这 个 6 mL 离心 管 下 方 钻 孔 ,内 垫 一 层 纱 布 ; 






























































抗菌 活性 检测 (以 已 coz 和 S，aurers 的 混合 菌 作 
为 指示 菌 ,下 同 ) 。 
1.6.2 回 相 禁 取 : 将 氨基 柱 Luna NH, 100 A(250 x 
4.6 mm) 用 乙 且 (ACN ) 活 化 ,再 用 0.05% 三 气 乙 酸 
(TFA ) 溶 液 平衡 。 将 凝 胶 过 滤 层 析 得 到 的 活性 组 分 
上 柱 , 每 次 上 60 pL 样品 ,80% ACN( 含 0.05% TFA) 
洗 脱 ,流速 为 0.5 mLZmin ,280 nm 波长 检测 ,收集 各 
组 分 ,真空 冷冻 干燥 ,无 菌 超 纯 水 溶解 ,抗菌 活性 
检测 。 
1.6.3 第 1 次 反 相 高 效 液 相 色谱 (RP-HPLC): 用 
0.05%TFA 将 Lichrospher C18 柱 平衡 后 , 取 100 HL 
回 相 茜 取 的 活性 组 分 上 柱 , 用 80% ACN( 含 0.05% 
TFA ) 溶 液 洗 脱 , 流 速 为 0.5 mL/min ,波长 225 nm 紫 
外 检测 ,收集 各 色谱 峰 , 真空 冷冻 干燥 ,无 菌 超 纯 水 
溶解 ,抗菌 活性 测定 。 
1.6.4 第 2 次 RP-HPLC: 为 进一步 纯化 抗菌 肽 ,对 
反 相 纯化 的 活性 组 分 ,再 次 进行 反 相 色谱 纯化 。 取 
50 phL 样品 上 柱 , 用 65% ACN( 含 0.05% TFA) 溶 液 
洗 脱 ,流速 0.5 mLZmin ,225 nm 波长 检测 ,收集 各 组 
分 , 冻 干 浓缩 , 超 纯 水 溶解 ,测定 抗菌 活性 。 
1.7 质谱 测定 

对 最 后 反 相 色谱 纯化 的 活性 组 分 , 酶 解 , 上 肽 提 
取 ,1 kL 样品 与 1 kL 基质 Qa- 氰 基 <4- 羟 基 肉 桂 酸 混 
合 , 取 1 pL 点 诅 , 在 质谱 仪 AB SCIEX TOFZTOF 
5800 System 上 进行 二 级 质谱 分 析 。 用 Mascot 2. 2 
软件 检索 鉴定 出 肽 段 序列 ,然后 将 这 些 序列 与 蛋白 
质数 据 库 NCBI Nr、SwissProt 及 抗菌 肽 数据 库 APD 
进行 比 对 。 
1.8 抗菌 及 CcAMP1 合成 

九 香 虫 抗菌 肽 CcAMP1 由 上 海 肽 仕 生 物 公司 采 
用 Fmoc 固 相 合成 法 进行 合成 , 且 C- 未 端 酰胺 化 。 
1.9 抗菌 活性 检测 

在 抗菌 肽 的 纯化 过 程 中 ,以 大 肠 杆 菌 和 金黄 色 
葡萄 球菌 为 指示 菌 ,采用 纸 片 扩散 法 进行 测定 ,参照 
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叶 应 妩 等 (2006 ) 的 方法 并 略 加 改进 。 将 供 试 菌株 
从 平板 上 挑 取 单 菌落 接种 于 LB 液体 培养 基 中 ， 
37% 过 夜 摇 培 ,调整 浓度 为 1 x 10”CFU/mL, 各 取 
300 pL 加 入 直径 为 9 em 的 LB 平板 中 ,用 涂 布 器 涂 
布 均匀 , 贴 和 人 灭 菌 的 滤纸 片 ,每 纸 片 上 加 5 pL 分 离 
组 分 溶液 ,37%C 倒 置 培养 18 ~ 24 h ,检查 其 是 否 具 有 
抗菌 活性 ,测量 抑 菌 圈 的 直径 。 实 验 设 3 次 重复 。 
1.10 最 小 抑 菌 浓度 测定 

采用 TIC( 握 化 三 茶 四 毛 唑 ) 微 量 稀 释 法 对 大 
肠 杆菌 和 人 金黄 色 和 葡萄 球菌 等 8 种 菌 进行 最 小 抑 菌 浓 
度 (minimal inhibitory concentration ，MIC ) 测定 。 在 
96 孔 板 中 分 别 加 入 100 pL 浓度 为 1 x 10*CFU/mL 
的 8 种 细菌 ,将 CcAMP1 进行 2 倍 稀释 (25 ~ 0. 195 
MmolXL) ,每 孔 加 10 pL, 以 不 含 药 物 的 培养 基 为 空 
白 对 照 。 在 生化 培养 箱 中 37% 财 育 至 空白 孔明 显 
有 肉眼 可 见 细 菌 生长 时 ,每 孔 加 入 10 pL 0.5% 
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2 结果 


2.1 九 香 虫 抗 菌 肽 的 分 离 纯 化 

九 香 虫 血 淋巴 经 Sephadex G-75 凝 胶 过 滤 层 析 ， 
出 现 3 个 峰 , 抗 菌 活性 检测 表明 第 2 个 峰 为 活性 组 
分 (图 1: A)。 该 组 分 进一步 用 氨基 柱 固 相 蔡 取 ,得 
到 4 个 色谱 峰 , 活 性 检测 表明 第 3 个 峰 为 活性 组 分 
(图 1: B)。 该 组 分 通过 反 相 高 效 液 相 色 谱 纯 化 ， 
出 现 6 个 峰 , 经 测定 第 2 个 峰 具 有 抗菌 活性 (图 1: 
C) 。 改 变 条 件 对 活性 峰 再 进行 一 次 RP-HPLC 纯 
化 ,又 出 现 6 个 峰 , 活 性 测定 表明 第 3 个 峰 是 活性 
峰 (图 1: D) ,该 组 分 即 为 九 香 虫 抗菌 肽 的 色谱 
纯 品 。 
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图 1 九 香 虫 抗 菌 肽 经 层 析 柱 纯化 的 洗 脱 曲 线 

















Fig. 1 














Purification of antimicrobial peptides from Coridius chinensis by chromatography 


A: 凝 胶 过 虑 层 析 Gel filter chromatography; B: 氨基 柱 固 相 茜 取 Solid-phase extraction by amino column; C: 第 1 次 反 相 高 效 液 相 色谱 The first 
RP-HPLC; D: 第 2 次 反 相 高 效 液 相 色 谱 The second RP-HPLC. 箭头 示 活 性 峰 The arrow points to the peak with antimicrobial activity. 


2.2 九 香 虫 抗 菌 肽 的 质谱 分 析 

将 纯化 的 九 香 虫 抗菌 肽 进行 MALDI-TOFATOF 
质谱 检测 ,质谱 数据 经 生物 软件 检索 鉴定 出 肽 段 序 
列 , 这 些 序列 在 抗菌 肽 数据 库 ( APD) 中 经 比 对 与 预 
测 后 筛选 出 10 条 可 能 具有 抗菌 活性 的 肽 段 序列 
( 表 1)。 如 表 1 所 示 , 第 5 条 肽 属于 富 仿 有 撒 氮 酸 的 
抗菌 肽 ,第 6 条 上 肽 是 一 条 完整 的 抗菌 肽 , 它 与 虹 鳞 




















Oncorhynchus mykiss 抗菌 肽 Oncorhyncin 【有 36. 8% 
的 氨基 酸 序列 一 致 性 ,与 大 黄蜂 Megabombus 
pennsylvanicus 抗菌 肽 Bombolitin 有 33.3% 的 氨基 酸 
序列 一 致 性 ,把 它 命名 为 九 香 虫 抗 菌 肽 CcAMP1。 
该 肽 由 17 个 氨基 酸 组 成 ,分 子 量 为 1 997. 37 u ,路 
水 氨基 酸 占 58% ,甘氨酸 占 11% , 带 1 个 正 电荷 , 表 
面 有 5 个 中 水 氨基 酸 。 
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表 1 质谱 测定 九 香 虫 抗菌 肽 片段 的 氨基 酸 序列 


Table 1 Amino acid sequences of antimicrobial peptide fragments measured by mass Spectrometry in Cordius chinensis 
































es 表面 疏水 氨基 酸 比 对 到 抗菌 肽 

中 肽 段 序列 净 电 荷 ns je 

序号 No Sequences of peptide fragments Net charge Dolal, Pyaropnobic sesidyes 有 

De > on the same surface APD ID 

1 ALLAAFNFPFR +1 4 AP00862 ，AP00073 ，AP01481 
2 GAAQNIIPAATGAAK +1 3 AP00829 ，AP01331 ，AP00511 
3 KDLITSLQONVIPK +1 3 AP01681 ，AP01680 ，AP00408 
4 LNNMQWVLVNVK +1 5 AP00434 ，AP01728 ，AP01465 
5 LPLSAAKIVQPK +2 一 AP00136 ，AP01899 ，AP01577 
6 MWITNGGVANWYFVLAR +1 3 AP01326 ，AP01959 ，AP00067 
7 QGISAVVLSR +1 3 AP01900 ，AP01480 ，AP00876 
8 QWTALLKK +2 3 AP01923 ，AP01455 ，AP00201 
9 SIILQLK +1 3 AP01714 ，AP00876 ，AP00875 
10 VQQLGILRYAR +2 3 AP01900 ，AP00136 ，AP00101 


2.3 ”CcAMP1 的 抗菌 活性 

为 了 测定 CecAMP1 的 抗菌 活性 ,人 工 合成 了 该 
肽 ,纯度 为 95.43% ,并 在 C- 末 端 进 行 酰胺 化 。 采 用 
TTC 微量 稀释 法 对 不 同 浓度 抗菌 肽 CcAMP1 进行 抗 
菌 活性 检测 ,判断 细菌 生长 抑制 标准 为 肉眼 观察 未 
见 培养 液 浑 浊 成 红色 或 者 没有 红色 颗粒 出 现 于 培养 
液 中 。 结 果 表 明 , CecAMP1 与 九 香 虫 血 淋 巴 一 样 对 
金黄 色 简 萄 球菌 等 革 兰 氏 阳 性 菌 和 大 肠 杆菌 等 革 兰 
氏 阴性 菌 都 有 较 好 的 抗菌 活性 , 且 对 革 兰 氏 阴性 前 
有 更 强 的 杀 灭 活性 ( 表 2) 。 
































表 2 合成 抗菌 肽 CcAMP1 的 最 小 抑 菌 浓度 (MIC ) 




























































































Table 2 Minimal inhibitory concentration (MIC) 
of the Synthetic CcAMP1 against bacteria 
细菌 名 称 Bacteria MIC (pmol/L) 

革 兰 氏 阳 性 菌 Gram-positive bacteria 
金黄 色 葡 萄 球菌 Staphylococcus aureus 12.5 
枯草 芽孢 杆菌 Bacillus subtilis 6.26 
芯 黄 微 球菌 Micrococcus luteus 12.5 
肺 炎 链 求 菌 Streptococcus pneumoniae 6.26 

革 兰 氏 阴 性 菌 Gram-negative bacteria 
大 肠 杆菌 Escherichia coli 6.26 
青 枯 假 单 胞 菌 Pseudomonas solanacearum 6.26 
伤寒 沙门 氏 菌 Salmonella iyphi 3.13 
痢疾 志 贺 氏 菌 Shigella dysenteriae 1.57 

3 讨论 


昆虫 体液 免疫 依赖 血 淋 巴 中 的 抗菌 肽 和 和 蛋白 。 
非 诱导 状态 下 ,昆虫 有 基础 水 平 表 达 的 抗菌 肽 ;在 诱 
导 状 态 ( 外 界 刺激 或 感染 ) 下 ,抗菌 肽 在 昆虫 体内 呈 
现 高 水 平 表达 。 因 此 ,在 提取 抗 芳 肽 时 ,一般 都 要 先 
对 昆虫 进行 诱导 ,常用 的 诱导 方法 是 用 微生物 感染 。 
































研究 表明 ,昆虫 免疫 抗菌 肽 具有 特异 性 ,不 同 的 诱导 
源 刺激 后 ,昆虫 机 体会 产生 不 同 的 抗菌 肽 ,同时 产生 
的 抗菌 肽 的 水 平 也 不 相同 ( 刘 建 涛 等 , 2006; 孙 龙 
等 , 2012) 。 昆 虫 抗 菌 肽 的 获得 主要 通过 天 然 提 取 、 
化 学 合成 和 基因 工程 这 3 种 途径 ,从 昆虫 中 提取 的 
天 然 抗 菌 肽 是 化 学 合成 或 基因 工程 抗菌 肽 的 基础 ， 
因此 天 然 昆 虫 抗 菌 肽 的 分 离 纯化 仍然 是 发 现 新 抗菌 
肽 的 一 个 重要 手段 。 用 第 二 代 测 序 技术 对 昆虫 全 虫 
体 或 血 淋 巴 进行 转录 组 测序 ,可 能 会 发 现 更 多 的 抗 
菌 肽 基因 。 不 同 种 昆虫 的 直系 同 源 抗菌 肽 基因 可 以 
过 分 析 基 因 组 序列 来 鉴定 ,但 是 全 基因 组 分 析 不 
能 鉴定 小 分 子 抗菌 肽 ,特别 是 一 些 来 自前 体 蛋 白水 
解 形成 的 小 肽 ,因为 这 些 抗菌 肽 的 前 体 在 不 同 种 类 
的 昆虫 之 间 可 能 没有 较 高 的 相似 性 。 因 此 ,在 昆虫 
血 淋 巴 中 ,可 能 还 有 大 量 的 抗菌 肽 没有 被 发 现 (Yi et 
al., 2014) 。 本 研究 也 显示 九 香 虫 体内 可 能 含有 多 
种 不 同 的 抗菌 肽 ,需要 将 它们 分 离 纯化 出 来 ,再 进 一 
步 研 究 它 们 的 抗菌 . 抗 病毒 等 生物 学 功能 。 

经 质谱 测定 和 数据 库 搜索 ,我 们 得 到 10 条 可 能 
是 抗菌 肽 的 片段 序列 ( 表 1) ,可 进一步 根据 这 些 片段 
设计 简 并 引物 ,用 cDNA 末端 快速 扩 增 技术 (RACE ) 
获得 这 些 抗菌 肽 的 全 长 基因 序列 ,从 而 得 到 完整 的 全 
长 抗菌 肽 序列 。 表 1 中 的 第 6 条 序列 与 大 黄蜂 抗菌 
肽 Bombolitin 序列 (SKITDILAKLGKVLAHV) 具有 相 
似 性 ,两 者 都 由 17 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,这 表明 第 6 
条 序列 是 一 条 完整 的 抗菌 肽 。 因 此 ,本 研究 就 重点 
研究 该 抗菌 肽 ,之 所 以 把 它 命名 为 CcAMP1 ,是 因为 
它 是 从 九 香 虫 中 发 现 的 第 一 条 抗菌 肽 , 九 香 虫 中 有 
多 种 抗菌 肽 ,今后 可 根据 发 现 顺序 依次 命名 为 
CcAMP2 和 CcAMP3 等 等 。 九 香 虫 血 淋 巴 中 含有 多 
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种 抗菌 肽 ,因此 血 淋 巴 的 抗菌 活性 是 多 种 抗菌 肽 抗 
菌 的 综合 效应 ,表现 出 对 革 兰 氏 阳 性 苗 和 革 兰 氏 阴 
蛙 Odorrana hainanensis 抗菌 肽 Temporin-HN1 了 鸭 嘴 
兽 Ornithorhynchus anatinus 抗菌 肽 PAM2 分 别 都 有 
35% 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 ,而 它们 都 具有 抗 革 兰 氏 
阳性 菌 和 阴性 菌 的 活性 (Wang et al., 2011; Wang et 
al., 2012 ) 。CcAMP1 中 有 58% 的 朴 水 氨基 酸 , 经 预 
测 , 它 在 同一 表面 有 5 个 玻 水 氨基 酸 (VAWVL) ; 它 
可 能 形成 a- 螺旋 ,能 与 细胞 膜 相互 作用 ,破坏 细菌 
胞 膜 完 整 性 而 对 章 兰 氏 阳 性 和 阴性 菌 发 挥 杀 菌 作用 
(Nguyen et ol.,，2011 ) 。 该 肽 可 能 靶 标 革 兰 氏 阴 性 
菌 的 细胞 壁 或 外 膜 成 分 (Junkes et al., 2011) ,或 者 
封 阻 极 性 分 子 通过 外 膜 的 通道 ,或 者 促使 阴离子 脂 
质 聚 集 (Epand et al., 2010) ,从 而 对 革 兰 氏 阴 性 戎 
具有 较 强 的 抗菌 活性 。 当 然 ,我 们 需要 进一步 研究 
CcAMP1 ,以 明确 它 真 正 的 抗菌 机 理 。 

从 已 发 现 的 半 却 目 昆 虫 抗菌 肽 来 看 ,它们 的 相 
似 性 较 低 ,结构 变化 大 ,抗菌 机 制 多 样 。 研 究 九 香 虫 
抗菌 肽 可 能 发 现 新 型 的 理想 的 抗菌 肽 ,为 人 类 提供 
新 的 抗菌 药物 模板 ,为 人 类 战胜 病菌 提供 新 的 武器 。 
昆虫 抗菌 肽 具有 很 大 开发 潜力 ,已 成 为 人 们 应 对 日 
趋 严重 的 耐 药 性 细菌 的 新 型 生物 制剂 的 主要 生物 资 
源 。 人 类 一 直 在 寻找 新 型 高 效 、 低 毒 、 广 谱 的 抗菌 
肽 。 九 香 虫 抗菌 肽 开发 出 来 后 ,可 应 用 于 医药 卫生 、 
食品 防腐 .生物 饲料 添加 剂 . 生 物 农 药 动 植物 抗 病 
基因 工程 (Jansen and Kogel, 2011 ) 等 领域 ,将 会 为 
人 类 创造 巨大 的 价值 。 
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